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With an estimated world population of 9 billion people in 2050, the production of enough 
food is one the biggest challenges ahead. Improving the yield and nutritional quality of 
agricultural produce is relevant to successfully meet this challenge. Metal micronutrient 
deficiency, especially that of Fe in calcareous soils, is a common reason for low crop yield 
and quality. This, in combination with the naturally low micronutrient concentrations in 
cereals, leads to metal micronutrient deficiencies in animals, including humans. In the last 
decades researchers have focused on crop biofortification, using different approaches to 
obtain new genotypes with higher Fe and Zn concentrations, but this goal has been only 
partially fulfilled so far. One of the key limitations in biofortification is the still incomplete 
knowledge of Fe homeostasis, particularly in regard to metal transport and distribution 
within the different plant organs. Besides proteins, several organic metal ligands, including 
nicotianamine (NA) and its derivative 2’-deoxymugineic acid (DMA) and carboxylates 
-e.g. citrate and malate-, are involved in Fe acquisition, transport and storage, but their roles 
and mutual relationships in these processes are still not fully understood. In this Thesis, the 
roles of NA and DMA in Fe transport have been studied using mass spectrometry and 
molecular biology approaches in two relevant crop species, tomato (Solanum lycopersicum; 
a Strategy I species) and rice (Oryza sativa; a Strategy II species). In tomato, the first 
comprehensive analysis of the changes in metal micronutrients and organic metal ligands 
in fluids of this plant species as affected by Fe status is presented. This study shows that in 
Fe-deficient tomato plants resupplied with Fe NA is involved in root Fe trafficking to reach 
the vasculature and in Fe remobilization from developed to young leaves via phloem sap. 
Also, in tomato plants citrate and malate are involved in short distance Fe transport through 
the apoplastic pathway in roots and leaves and in long-distance Fe transport via xylem sap. 
In rice, DMA and citrate are shown to play complementary roles in long-distance Fe 
transport via xylem sap, using the mutant Osfrdl1 and foliar citrate applications, with NA 
not being involved in this process. In rice seeds DMA and NA are shown to be involved in 
Fe loading in the endosperm and Fe/Zn loading in the embryo, respectively, using 
transgenic rice plants overexpressing OsNAS1 and/or expressing HvNAATb and LA-ICP-
MS. This Thesis has increased the knowledge on the roles and relationships between metal 
organic ligands in plant short- and long-distance Fe transport, provided a better 
understanding of plant metal homeostasis, and opened new approaches for biofortification. 
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Con una población mundial estimada de 9 mil millones de personas en 2050, la producción 
de alimentos es uno de los mayores retos del futuro. Mejorar el rendimiento y la calidad 
nutricional de los productos agrícolas es de especial relevancia para afrontar con éxito este 
desafío. La deficiencia de micronutrientes, y especialmente la de Fe en suelos calcáreos, es 
una causa frecuente del bajo rendimiento y calidad de los cultivos. Este aspecto, combinado 
con las bajas concentraciones naturales de micronutrientes en cereales, conduce a la 
deficiencia en animales, incluyendo humanos. En las últimas décadas la investigación se 
ha centrado en la biofortificación, utilizando diferentes enfoques con el fin de obtener 
nuevas variedades con mayores concentraciones de Fe y Zn, si bien este objetivo sólo se 
ha cumplido parcialmente hasta el momento. Una de las principales limitaciones de la 
biofortificación es el todavía incompleto conocimiento de la homeostasis del Fe, tanto en 
relación al transporte como a la distribución del metal dentro de los diferentes órganos de 
las plantas. Además de proteínas, varios ligandos orgánicos, incluyendo la nicotianamina 
(NA) y su derivado el ácido 2'-deoximugineico (DMA) y los carboxilatos -p. ej. citrato y 
malato-, están involucrados en la adquisición, transporte y almacenamiento de Fe, pero sus 
funciones y relaciones mutuas en estos procesos aún no se conocen por completo. En esta 
Tesis se han estudiado las funciones de la NA y el DMA en el transporte de Fe, utilizando 
enfoques de espectrometría de masas y biología molecular, en dos cultivos relevantes: 
tomate (Solanum lycopersicum, especie de Estrategia I) y arroz (Oryza sativa, especie de 
Estrategia II). En el caso de tomate se presenta el primer análisis exhaustivo de los cambios 
en micronutrientes metálicos y ligandos orgánicos en fluidos de esta especie en diferentes 
estados de nutrición de Fe. Este estudio muestra que en plantas de tomate deficientes en Fe 
y reabastecidas con este elemento la NA está involucrada en el tráfico de Fe en la raíz hasta 
alcanzar la vasculatura, así como en la removilización de Fe desde las hojas desarrolladas 
a las jóvenes via floema. Además, en las plantas de tomate el citrato y el malato están 
involucrados en el transporte de Fe a corta distancia a través de la ruta apoplásica en raíces 
y hojas, y en el transporte de Fe a larga distancia via xilema. En arroz se ha demostrado, 
utilizando para ello aplicaciones foliares de citrato a mutantes Osfrdl1, que el DMA y el 
citrato desempeñan papeles complementarios en el transporte de Fe a larga distancia via 
xilema mientras que la NA no está involucrada en esta etapa. En semillas de arroz, 
utilizando plantas transgénicas que sobreexpresan OsNAS1 y/o expresan HvNAATb y la 
técnica LA-ICP-MS, se muestra que el DMA y la NA participan en la carga de Fe en el 
endospermo y la carga de Fe/Zn en el embrión, respectivamente. Esta Tesis ha
Resumen 
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incrementado el conocimiento sobre las funciones y relaciones entre ligandos orgánicos de 
metales en el transporte de Fe a corta y larga distancia en las plantas, ha proporcionado una 
mejor comprensión de la homeostasis de Fe y ha abierto nuevos enfoques para la 
biofortificación. 
